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ABKÜRZUNGSVERZEICHNIS 
 
4E-BP1  4E-binding protein 1 
AKT   v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1 
Array-CGH  Array comparative genomic hybridisation 
BMI   Körpermasseindex, Body-Mass-Index 
IGF-1   Insulin-like growth factor 1 
IGFBP-2  Insulin-like growth factor binding protein 2 
IRS1   Insulin-Rezeptor-Substrat-1 
LipPD1  Lipom-Zellen mit PTEN-Defizienz 
MLPA  Multiplex ligation-dependent probe amplification 
mTOR  Mammalian target of rapamycin 
mTORC-1/2  mTOR-Komplex 1/2 
PHTS   PTEN-Hamartom-Tumor-Syndrom 
PI3K   Phosphoinositid-3-Kinase 
PIP2   Phosphatidylinositol-4,5-Diphosphat 
PIP3   Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphat 
PPARγ  Peroxisom-Proliferator-aktivierter Rezeptor gamma 
PTEN   Phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10 
SGBS   Simpson-Golabi-Behmel-Syndrom 
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PTEN ist als Phosphatase an zahlreichen Signalwegen, z.B. von Wachstumsfaktoren beteiligt. 
Mutationen im PTEN-Gen führen zur Entstehung vieler sporadischer Tumore sowie dem 
kongenitalen PTEN-Hamartom-Tumor-Syndrom (PHTS). Eine kausale Therapie für PHTS 
steht derzeit nicht zur Verfügung.  
Diese Arbeit beschreibt einen experimentellen Sirolimustherapieversuch bei einem Kind mit 
PHTS, welches sich unter anderem mit Thymushyperlasie, abdomineller Lipomatose und 
Kachexie präsentierte. Unter Behandlung zeigten sich eine Verbesserung des 
Allgemeinzustandes und des Größenwachstums des Patienten, sowie eine transiente 
Verkleinerung des Thymusvolumens. Die massive Lipomatose wurde im Wachstum 
gehemmt, nahm aber nicht an Volumen ab. Ein erneutes Thymuswachstum nach 19-
monatiger Therapie ließ eine Resistenzentwicklung gegen Sirolimus vermuten. Bei 
Untersuchungen des PI3K/AKT/mTOR-Signalweges zeigten sich Hinweise für einen 
möglichen Resistenzmechanismus. Insulin-like growth factor binding protein 2, wird als 
Biomarker für den Therapieerfolg der Sirolimusbehandlung diskutiert. Dies erwies sich bei 
unserem Patienten allerdings nicht als geeignet zur Nutzenbewertung der Therapie.  
In vitro Studien an primären Zellkulturen aus Lipom-Gewebe des Patienten zeigten eine 
Hemmung von Proliferation und Differenzierung durch Sirolimus, jedoch keine Induktion der 
Apoptose. Inhibitoren von PI3K und AKT zeigten im Bezug auf Proliferationshemmung und 
Apotoseinduktion stärkere Effekte. Vor allem der AKT-Inhibitor Perifosin könnte für 
Patienten mit schwerem PHTS als Therapieoption in Betracht gezogen werden. 
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VORBEMERKUNGEN 
In der vorliegenden Arbeit möchte ich die Ergebnisse meines Promotionsprojektes vorstellen 
und diskutieren. Dabei sei erwähnt, dass die eingefügte Publikation zwar den Hauptteil 
meiner Arbeiten repräsentiert, neben der Begleitung und Evaluierung des individuellen 
Therapieversuches des Patienten mit PTEN-Hamartom-Tumor-Syndrom (PHTS) aber auch 
ein großer Teil meiner Zeit der Untersuchung einer primären Zellkultur aus Lipomgewebe 
galt. Die vom gleichen Patienten stammende Lipom-Zellkultur eröffnete die 
außergewöhnliche Möglichkeit, die pathogenetischen Mechanismen des PHTS und die 
Wirksamkeit potenzieller Medikamente gegen die Erkrankung in vitro zu untersuchen. Da 
nicht alle Ergebnisse in der eingefügten Publikation beschrieben sind, habe ich im Anhang der 
Arbeit einige zusätzliche Ausführungen zur Charakteristik der Lipom-Zellen und den 
Veränderungen der Signalwege, bedingt durch den gefundenen genetischen PTEN-Defekt, 
ergänzt. 
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EINFÜHRUNG IN DIE THEMATIK 
1.  PTEN im biochemischen Kontext 
Das Phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10 (PTEN)-Protein ist ein in 
allen Eukaryoten vorkommendes Enzym, welches vielfältige Funktionen in der Zelle ausführt. 
Als Phosphatase ist PTEN in der Signaltransduktion von Wachstums- und Apoptosestimuli, 
im Glukosestoffwechsel, der Zellmigration und einiger anderer Signalwege aktiv (1). Als eine 
wesentliche Funktion katalysiert PTEN die Dephosphorylierung von Phosphatidylinositol-
3,4,5-Trisphosphat (PIP3) in Phosphatidylinositol-4,5-Diphosphat (PIP2). Damit führt PTEN 
die gegenläufige Reaktion zur Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) aus, welche über die 
Phosphorylierung von PIP2 zu PIP3 die nachfolgenden Signalkaskaden aktiviert. Besonders 
betont sei hier die Signalkaskade, die von der PI3K über die AKT (v-akt murine thymoma 
viral oncogene homolog 1; auch als Proteinkinase B bezeichnet) und das mammalian target of 
rapamycin (mTOR) wirksam ist. Das mTOR Protein kann mittels zweier verschiedener 
Komplexe, dem mTOR-Komplex 1 (mTORC-1) und dem mTOR-Komplex 2 (mTORC-2) mit 
einer Vielzahl von Partnerproteinen und verschiedenen Substraten in der Zelle interagieren 
und wirksam werden (2,3). Eine verminderte PTEN-Funktion bewirkt über eine erhöhte PIP3-
Konzentrationen eine Phosphorylierung der AKT und nachfolgend eine vermehrte 
Aktivierung des mTORC-1 (4) (siehe Abb. 1). Der mTORC-1 vermittelt wiederum über seine 
Substrate, vor allem der S6-Kinase und dem 4E-binding protein 1 (4E-BP1) wesentliche 
Funktionen des PI3K/AKT/mTOR Signalweges, wie z.B. Proliferation, Adhäsion, Migration, 
Überleben und Angiogenese (5). 
Wachstumsstimuli durch endokrine Wachstumsfaktoren werden durch PTEN in ihrem 
Ausmaß reguliert (1). Ein funktioneller Mangel an PTEN-Protein führt in der Zelle zu einem 
Übergewicht von PIP3 und somit zu einer Überaktivierung der Wachstumsfaktor-Signalwege 
ohne adäquaten Stimulus. Damit ist PTEN als Tumorsuppressor einzustufen, welcher bei 
Funktionsverlust eine Entartung der betroffenen Zellen begünstigt. Auf die klinische 
Bedeutung eines Mangels an PTEN soll im nachfolgenden Kapitel eingegangen werden.  
Neben der bedeutsamen Funktion als Regulator von Proliferation und Apoptose wurden in 
den letzten Jahren vielfältige andere Wirkungen von PTEN in der Zelle entdeckt. So wurde 
gezeigt, dass PTEN sowohl zytoplasmatisch als auch nukleär die DNA-Reparatur begünstigt. 
Außerdem konnte eine chromosomale Stabilisierung durch direkte Interaktion der C2-
Domäne des PTEN-Protein mit dem Zentromer gezeigt werden (6). 
 
 6 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 1: Der PI3K/AKT/mTOR-Signalweg 
Der PI3K/AKT/mTOR-Signalweg ist hier als Übersicht mit einigen Regulationsmechanismen und den 
Wirkungen von PTEN und Sirolimus dargestellt. Pfeile zeigen Aktivierung an, Balken Inhibierung. (FKBP12 = 
FK506 binding protein, mTOR/Raptor = mTORC-1, Rheb = Ras homolog enriched in brain, TSC1/2 = 
Komplex aus den Tuberöse Sklerose Proteinen 1 und 2). 
 
2.  Klinische Bedeutung von PTEN 
In der Onkologie rückte PTEN als Tumorsuppressor in den vergangenen Jahrzehnten 
zunehmend in den Fokus der Wissenschaft (7). Eine Verminderung der PTEN-Expression, 
zB. durch Mutationen im PTEN-Gen konnte in verschiedensten Tumoren aller Organsysteme 
(4,8), vor allem jedoch in Glioblastomen, Endometriums- und Prostatakarzinomen 
nachgewiesen werden. YIN und SHEN bezeichneten PTEN als den am zweithäufigsten 
mutierten Tumorsuppressor in sporadischen Krebserkrankungen nach p53 (6). Bei einem 
Funktionsverlust begünstigt der pathologisch erhöhte PIP3-Spiegel die übermäßige 
Proliferation und das Überleben der Tumorzellen (9).  
Neben diesen sporadisch auftretenden Krebserkrankungen konnte auch eine Gruppe 
hereditärer Erkrankungen mit heterozygoten Keimbahnmutationen im PTEN-Gen assoziiert 
werden. Diese Gruppe, bestehend aus dem Cowden-Syndrom, dem Bannayan-Riley-
Ruvalcaba-Syndrom, dem Proteus-Syndrom und dem Proteus-like-Syndrom, wird als PHTS 
zusammengefasst (10–12). Die Ausprägung dieser Erkrankung ist hoch variabel und reicht 
von Hauterscheinungen, die erst im Erwachsenenalter auftreten (13) bis hin zu schweren 
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Phänotypen des Proteus-Syndroms mit asymmetrischem Überwuchs (14) oder 
lebensgefährlichen Verläufen im Kindes- und Jugendalter (15). Typische Symptome des 
PHTS sind unter anderem die namensgebenden Hamartome, Makrozephalie, 
Gefäßmalformationen, Naevi, typische sprenkelartige Hyperpigmentationen am Penis, 
asymmetrischer Überwuchs, Lipomatosen und Trichilemmome (16). Neben diesen, in der 
Mehrzahl der Fälle nicht lebensbedrohlichen Symptomen leiden Patienten mit PHTS vor 
allem an dem deutlich erhöhten Risiko für Brust-, Schilddrüsen-, Endometrium-, Nieren- und 
kolorektale Karzinome, sowie für Melanome (17). Die Prävalenz des PHTS ist unklar. NELEN 
et al. schätzten die Prävalenz für das Cowden-Syndrom auf 1/200.000 bis 1/250.000 für die 
niederländische Bevölkerung (18). Da das Cowden-Syndrom aber im klinischen Alltag häufig 
nicht richtig diagnostiziert wird, dürfte diese Zahl die wirkliche Prävalenz unterschätzen (16). 
Trotzdem ist das PHTS mit einer Prävalenz von unter 5/10.000 Einwohnern (19) als eine 
seltene Erkrankung einzuordnen. 
 
3.  Gezielte Therapie für PHTS – Beeinflussung der Signalwege 
Derzeitig besteht die Therapie des PHTS nur aus engmaschiger Überwachung von 
Neoplasien, genetischer Beratung und symptomatischen chirurgischen Eingriffen (20). Seit 
der Identifikation des PTEN-Gens als Auslöser für die unter dem Begriff PHTS subsumierten 
Syndrome wurden kausale Therapieansätze mit einem Eingriff in die überaktivierten 
Signalkaskaden vorgeschlagen, um die Tumorhäufigkeit präventiv zu senken und 
vorhandenes Tumorwachstum zu verringern.  
Tatsächlich wurde im Mausmodell mit heterozygotem PTEN-Knockout gezeigt, dass die im 
Modell sehr große Tumorhäufigkeit durch Sirolimus oder analoge Substanzen stark 
vermindert werden konnte (4). Die vor allem für Tumoren des Fettgewebes relevanten in vitro 
Untersuchungen von BELL et al. (21) konnten des Weiteren zeigen, dass durch Sirolimus die 
terminale Differenzierung von Präadipozyten zu Adipozyten blockiert wird. Als 
Mechanismus hierfür wird die Beeinflussung des Hauptregulators der Adipogenese, PPARγ, 
durch die Gruppe der 4E-Bindungsproteine (4EBPs) vermutet, welche wiederum mTORC-1 
Substrate sind (22). 
THOMAS N. DARLING empfahl 2006 den Einsatz von mTOR-Inhibitoren für die Gruppe der 
Hamartom-Syndrome, aus der er unter anderen das Cowden-Syndrom, die Tuberöse Sklerose, 
die Neurofibromatose Typ 1 und das Peutz-Jegher-Syndrom hervorhob (23). Diese 
Erkrankungen ähneln sich im Phänotyp und beruhen auf verschiedenen Mutationen in Genen 
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von Proteinen, die in ihrer Funktion konvergent dem mTOR-Signalweg vorgeschaltet sind. 
Aus dieser gemeinsamen Endstrecke im Mechanismus der Krankheitsentstehung leitet 
DARLING die Rationale zur Inhibition des mTOR Komplexes 1 (mTORC-1) durch Sirolimus 
oder analoge Substanzen ab. Seitdem wurden Fallberichte, Fallserien und kleine Studien zum 
Einsatz von Sirolimus und analoger Substanzen bei Tuberöser Sklerose veröffentlicht. Es 
konnte gezeigt werden, dass bei Tuberöser Sklerose mit Sirolimus eine Größenabnahme 
sowohl von Astrozytomen (24–26), von Angiomyolipomen (27,28) als auch von kutanen 
Angiofibromen (29) erzielt werden konnte. Die Autoren berichteten außerdem, dass die 
mTORC1-Inhibitoren in ihrem Einsatz an insgesamt 80 Patienten sicher und 
nebenwirkungsarm gewesen seien. 
Im Jahr 2008 veröffentlichten MARSH et al. den ersten Bericht über die Sirolimusbehandlung 
eines Kindes mit PTEN-Keimbahnmutation (15). Klinisch standen die mediastinalen und 
abdominellen Tumoren mit Atembehinderung und obstruktiven Störungen bei der 
Nahrungsaufnahme, die Hypalbuminämie, die Wachstumsverzögerung und die multiplen 
Lipome im Mittelpunkt. Sirolimus führte zu einer Verkleinerung der mediastinalen und 
abdominellen Tumore und einer deutlichen Besserung von Atemnot und Marasmus des 
Patienten.  
Ein weiter Fall von Sirolimusbehandlung bei PHTS wurde 2011 von IACOBAS et al. 
veröffentlicht (30). Dabei standen arteriovenöse Gefäßmalformationen und zunehmender 
Funktionsverlust des rechten Unterarms im Vordergrund. Auch hier zeigte sich unter oraler 
Sirolimustherapie eine klare Verbesserung der Symptomatik bei geringen Nebenwirkungen. 
 
4.  Der Patient M.W. als Ausgangspunkt der Arbeit 
Ausgangspunkt dieser Arbeit ist ein Patient, welcher im Alter von 11 Monaten an die 
Universitätsklinik für Kinder- und Jugendmedizin in Leipzig zur Diagnosefindung 
überwiesen wurde. Der Junge wurde als drittes Kind gesunder, nicht verwandter Eltern ohne 
relevante Familienanamnese geboren. Bei Geburt zeigte er sich als gesundes Kind (APGAR 
Punktwert nach 5 und 10 min: 10, 10; Körperlänge 55 cm, >90. Perzentile; Gewicht 3900 g, 
>85. Perzentile; Kopfumfang 39 cm >97. Perzentile). Neben der leichten Makrozephalie 
wurden weitere leichte Dysmorphiezeichen (Vierfingerfurche, hyperpigmentierte Flecke im 
Sakralbereich und auf der Glans penis, Hypertelorismus, ein Hämangiom an der Unterlippe, 
leichte Trichterbrust) beobachtet. 
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Ab dem 6. Lebensmonat litt der Patient unter wiederholter Atemnot, Schluckbeschwerden und 
rezidivierenden Infekten der oberen Atemwege. Daraufhin wurde mittels 
Computertomographie und Biopsie eine benigne Hyperplasie des Thymus und der Rachen- 
und Gaumenmandeln festgestellt. Eine Hyperplasie des lymphatischen Gewebes in der 
Mukosa von Magen, Duodenum und Kolon konnte im späteren Verlauf endoskopisch 
nachgewiesen werden (31).  
Der klinische Zustand des Patienten verschlechterte sich zunehmend. Im Alter von drei Jahren 
führten unzureichende Gewichtszunahme und vermindertes Größenwachstum zu einer 
Kachexie mit dem vollständigen Verlust von subkutanem Fettgewebe.  
Schon im Alter von 7 Monaten wurde bei dem Jungen in der Bildgebung eine große 
retroperitoneale Raumforderung festgestellt. Diese wurde histologisch als Lipomatose 
identifiziert und zeigte im Verlauf ein progredientes Wachstum mit der Verlagerung und 
Einengung der intraperitonealen Organe nach vorn. Die Lipomatose war wegen der 
Umwachsung vieler retroperitonealer Organe und Strukturen (Nieren, Ureter, Nerven, 
Blutgefäße) nicht chirurgisch zu entfernen und wuchs in ihrer Ausdehnung durch das kleine 
Becken hindurch bis zum Steißbein. Die gesamte paraspinale Rückenmuskulatur wurde mit 
Fett durchsetzt. Des Weiteren zeigten sich solitäre Lipome am Hals und an der linken Flanke 
des Patienten und intraspinal auf Höhe des achten Brustwirbelkörpers mit Ausdünnung des 
Myelons. 
Genetische Untersuchungen mittels Multiplex ligation-dependent probe amplification 
(MLPA) konnten eine heterozygote Deletion von Exon 2 bis 9 / 9 im PTEN-Gen in 
Blutzellen, in Haut-Fibroblasten und in den Zellkulturen von Lipom-Zellen des Patienten 
nachweisen. Das zweite Allel zeigte bei einer Sequenzierung keine Auffälligkeiten. Eine 
Array-CGH (Comparative Genomic Hybridisation)-Analyse konnte die Deletion auf einen 
Bereich von etwa 152.000 bp (von Intron 1-2 bis etwa 53.000 bp nach dem PTEN-Gen) 
eingrenzen. Die Testung der Eltern und Geschwister auf Deletionen im PTEN-Gen verlief 
ohne pathologische Befunde. Mit Hilfe der genetischen Ergebnisse war es möglich, das 
Krankheitsbild des Patienten dem PHTS, speziell dem Bannayan-Riley-Ruvalcaba-Syndrom, 
zuzuordnen.  
Die schwere Kachexie und die progressive Lipomatose machten ein therapeutisches Handeln 
im Alter von vier Jahren notwendig. Wegen des schlechten Allgemeinzustandes des Kindes 
und der Inoperabilität der Lipomatose kamen weder Chemotherapie noch chirurgische 
Tumorreduktion in Frage. Aufgrund der plausiblen Rationale der mTOR-Inhibition bei 
funktionellem PTEN-Mangel, der positiven Erfahrungen der Arbeitsgruppe von DEBORAH 
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MARSH mit Sirolimustherapie bei PHTS (15) und den Berichten vom Sirolimus-Einsatz bei 
Tuberöser Sklerose erschien diese Behandlungsoption als vertretbar und hilfreich. 
Gemeinsam mit den Eltern und in Übereinstimmung mit der klinischen Ethikkommission 
entschieden wir uns für eine experimentelle orale Sirolimusbehandlung des Kindes.  
 
5.  Gewinnung von Zellkulturen 
Im Rahmen der histologischen Abklärung der Tumorentitäten wurden dem genannten 
Patienten ein subkutanes Lipom an der linken Flanke und verschiedene Proben der 
retroperitonealen Lipomatose reseziert. Histologisch zeigten sich sowohl das Lipom als auch 
die Lipomatose als gutartiges Gewebe, welches zu etwa 80 % aus typischen Siegelring-Zellen 
bestand. Einen atypischen Befund stellten die eingestreuten Inseln von multivakuolären 
Fettzellen dar, die am ehesten an braunes Fettgewebe erinnerten.  
Mit Einverständnis der Eltern wurden aus den nativen Gewebeproben, die nicht für 
diagnostische Zwecke benötigt wurden, primäre Zellkulturen, wie im Publikationsmanuskript 
beschrieben, gewonnen. Es gelang, fibroblastenartige Zellen zu isolieren, welche sich nach 
bestehenden Protokollen (32) zu fettakkumulierenden Adipozyten differenzieren ließen. 
 
6.  IGFBP-2 als Marker für erfolgreiche Sirolimustherapie  
Insulin-like growth factor 1 (IGF-1) spielt eine zentrale Rolle als Wachstumsfaktor für das 
kindliche Wachstum, den Metabolismus und zahlreiche andere Prozesse im menschlichen 
Körper. Von den sechs bekannten Bindungsproteinen kommt dem Insulin-like growth factor 
binding protein 2 (IGFBP-2) im Zusammenhang mit Übergewicht und kindlicher 
metabolischer Entwicklung eine besondere Bedeutung zu (33). Neben der Beeinflussung der 
IGF-1 Verfügbarkeit werden auch IGF-1 unabhängige Funktionen im Metabolismus diskutiert 
(33).  
IGFBP-2 ist das wichtigste Bindungsprotein, das von Adipozyten während der 
Differenzierung ausgeschüttet wird. Außerdem konnte eine Assoziation der IGFBP-2-
Serumspiegel mit der Insulinsensitivität gezeigt werden (34). Eine negative Korrelation der 
Serumspiegel mit dem Körpermasseindex (BMI) wurde unter anderem von CROWE et al. 
gezeigt (35). 
Des Weiteren wurden erhöhte IGFBP-2 Spiegel sowohl bei extremen klinischen Zuständen 
wie Schock, Unterernährung und Sauerstoffmangel, als auch bei einer großen Anzahl von 
bösartigen Neoplasien beobachtet (36,37). 
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MARSH et al. postulierten, dass der IGFBP-2-Serumspiegel geeignet sei, um den 
Therapieerfolg von Sirolimus bei Patienten mit PTEN-Mutation zu überprüfen (15). Dabei 
wurden 5 Messwerte angeführt, von denen die Messungen vor Therapiebeginn und während 
einer Behandlungspause höhere IGFBP-2-Konzentrationen ergaben als unter Therapie.  
Zur Überprüfung dieser These wurden bei dem von uns untersuchten Patienten regelmäßig die 
IGFBP-2-Serumspiegel gemessen.  
 
7.  Fragestellung 
Die etablierten Therapieansätze für das PHTS bestehen derzeit lediglich in regelmäßiger 
Untersuchung von Neoplasien, genetischer Beratung und symptomatischen chirurgischen 
Eingriffen. Die weitere Untersuchung von medikamentösen Strategien zur Symptomkontrolle 
erscheint im Kontext der vorhandenen Fallberichte und Fallserien als nötig und 
aussichtsreich. 
Im Rahmen der experimentellen Sirolimusbehandlung und der Möglichkeit, vom Patienten 
stammende Zellkulturen zu untersuchen, ergaben sich folgende Fragestellungen:  
 
1. Kann Sirolimus die Symptome des Patienten mit PHTS verbessern und das Volumen 
der Lipomatose und der Thymushyperplasie verringern? 
2. Kann Sirolimus in Lipom-Zellen die Proliferation und die adipozytäre Differenzierung 
hemmen und Apoptose induzieren? 
3. Welchen Einfluss auf Proliferation und Apoptose zeigen andere Inhibitoren des 
PI3K/AKT/mTOR Signalweges?  
4. Ist der IGFBP-2 Serumspiegel ein geeigneter Biomarker für die Erfolgskontrolle einer 
Sirolimustherapie bei PHTS? 
 
8.  Ergebnisse und Ausblick 
Die Sirolimusbehandlung bewirkte eine deutliche Verbesserung der klinischen Symptomatik 
und Hemmung des Thymuswachstums des Patienten. Das Thymusvolumen nahm allerdings 
am Ende der Behandlungsperiode von 19 Monaten erneut zu. In vitro verursachte Sirolimus 
eine Verringerung von Wachstum und Differenzierung der Lipom-Zellen, konnte aber keine 
Apoptose induzieren. Von den weiteren getesteten Inhibitoren zeigte vor allem der AKT-
Inhibitor Perifosin eine starke Wachstumsminderung und Apoptoseinduktion. Der IGFBP-2 
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Serumsspiegel erwies sich im aktuellen Fall nicht als geeigneter Biomarker zur 
Erfolgskontrolle der Therapie. 
Wegen der sehr kleinen Prävalenz des PHTS sind Fallberichte und experimentelle 
Therapiestudien ein wesentlicher Bestandteil zur Verbesserung der klinischen Versorgung 
von Patienten, die unter schweren Verlaufsformen leiden. Zur Verbesserung der Aussagekraft 
von klinischen Studien erscheint es sinnvoll, mit überregionalen Forschungsverbänden die 
wenigen Patienten und klinischen Erfahrungen mit deren Behandlung zu bündeln. Die in vitro 
Testung weiterer möglicher Substanzen zur Behandlung des PHTS kann richtungsweisend für 
künftige klinische Untersuchungen sein.  
Außergewöhnlich an diesem Projekt ist die Möglichkeit der simultanen Untersuchung der 
Effekte von einem Medikament auf den klinischen Zustand des Patienten und auf ein 
natürliches Zellmodell mit identischer Mutation. Die Gewinnung von Zellmodellen aus 
resezierten Tumorgeweben erscheint als ein nützliches Prinzip in der Erforschung neuer 
Therapieansätze, wenngleich die limitierte Aussagekraft von Zellkulturversuchen und die 
ethische Vertretbarkeit experimenteller Therapiestudien dabei nicht aus dem Fokus geraten 
dürfen. 
 
Die Ergebnisse der beschriebenen Fragestellungen wurden in der nachfolgenden 
wissenschaftlichen Publikation veröffentlicht. 
 13 
PUBLIKATIONSMANUSKRIPT 
 
 14 
 15 
 16 
 17 
 18 
 19 
 20 
 21 
ZUSAMMENFASSUNG DER ARBEIT 
 
Dissertation zur Erlangung des akademischen Grades doctor medicinae (Dr. med.) 
 
Sirolimusbehandlung eines Kindes mit PTEN-Hamartom-Tumor-Syndrom 
– Ein Fallbericht und in vitro Studien – 
 
Eingereicht von: Gordian Lukas Schmid 
Angefertigt an: Klinik und Poliklinik für Kinder- und Jugendmedizin  
Medizinische Fakultät, Universität Leipzig 
Betreut von:  Herrn Prof. Dr. med. Wieland Kiess 
Frau Dr. rer. nat. Antje Garten 
Klinik und Poliklinik für Kinder- und Jugendmedizin 
Medizinische Fakultät, Universität Leipzig 
Eingereicht im: April 2015 
 
Hintergrund 
Das Phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome 10 (PTEN)-Protein reguliert als 
wichtiges Enzym in der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K)/ AKT / mammalian target of 
rapamycin (mTOR)-Signalkaskade unter anderem die Proliferation, Adhäsion, Migration, das 
Überleben und die Angiogenese in verschiedenen Zelltypen und wirkt weiterhin als 
Tumorsuppressor. Somatische Mutationen im PTEN-Gen konnten in vielen sporadischen 
Tumoren nachgewiesen werden. Außerdem ist eine Gruppe hereditärer Erkrankungen mit 
heterozygoten Keimbahnmutationen im PTEN-Gen bekannt. Diese Gruppe, bestehend aus 
dem Cowden-Syndrom, dem Bannayan-Riley-Ruvalcaba-Syndrom, dem Proteus-Syndrom 
und dem Proteus-like-Syndrom, wird als PTEN-Hamartom-Tumor-Syndrom (PHTS) 
zusammengefasst (10–12). Typisch für das PHTS sind die namensgebenden Hamartome, 
Makrozephalie, Gefäßmalformationen, Naevi, asymmetrischer Überwuchs, Lipomatosen und 
Trichilemmome (16). Außerdem leiden die Patienten unter dem deutlich erhöhten Risiko für 
Brust-, Schildrüsen-, Endometrium-, Nieren- und kolorektale Karzinome, sowie für maligne 
Melanome (17). Derzeitig besteht die Therapie dieser Syndrome nur aus engmaschiger 
Überwachung von Neoplasien, genetischer Beratung und symptomatischen chirurgischen 
Eingriffen (20). Als kausaler Therapieansatz wurde Sirolimus, auch als Rapamycin bekannt, 
vorgeschlagen. Dieses aus der Transplantationsmedizin bekannte und erprobte Medikament 
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inhibiert den mTORC-1 und vermindert somit die Wirkung des überaktivierten PI3K/AKT-
Signalweges in der Zelle. Erste publizierte Therapieversuche mit Sirolimus zeigten sowohl 
eine Abnahme von Tumorvolumina (15) als auch einen günstigen Einfluss auf vaskuläre 
Malformationen (30) bei Patienten mit PHTS. 
Ausgangspunkt dieses Projektes war ein dreijähriges Kind mit massiver Lipomatose des 
Abdomens, lymphatischer Hyperplasie des Thymus und der Darmschleimhaut, sowie mit 
Kachexie und Gedeihstörung. Es konnte bei dem Jungen eine heterozygote Keimbahndeletion 
im PTEN-Gen nachgewiesen werden. Beginnend im Alter von 46 Monaten wurde ein 
individueller Therapieversuch mit Sirolimus durchgeführt. Zu diagnostischen Zwecken wurde 
vor Therapiebeginn Lipom-Gewebe entfernt, aus dem eine primäre PTEN-defiziente 
Zellkultur angelegt werden konnte (im Folgenden als LipPD1 bezeichnet). 
 
Fragestellung 
1. Kann Sirolimus die Symptome des Patienten mit PHTS verbessern und das Volumen 
der Lipomatose und der Thymushyperplasie verringern? 
2. Kann Sirolimus in Lipom-Zellen die Proliferation und die adipozytäre Differenzierung 
hemmen und Apoptose induzieren? 
3. Welchen Einfluss auf Proliferation und Apoptose zeigen andere Inhibitoren des 
PI3K/AKT/mTOR Signalweges?  
4. Ist der IGFBP-2 Serumspiegel ein geeigneter Biomarker für die Erfolgskontrolle einer 
Sirolimustherapie bei PHTS? 
 
Ergebnisse 
Die orale tägliche Sirolimusgabe von 0,1mg/kg Körpergewicht wurde ohne Nebenwirkungen 
toleriert. Bereits nach 4 Wochen berichteten die Eltern des Patienten eine subjektive 
Verbesserung des Allgemeinbefindens. Nach einem Jahr Therapie konnte der Patient 
freihändig laufen und besuchte einen Kindergarten. Nach dem kompletten 
Wachstumsstillstand vor der Therapie wurde ein transientes Aufholwachstum von 4,8 cm 
(+0,57 SDS) innerhalb der ersten vier Monate der Behandlung beobachtet, welches im 
Folgenden jedoch wieder abflachte. Das Gewicht des Patienten nahm über den gesamten 
Beobachtungszeitraum nur um 0,75 kg zu. Auch die vollständige Abwesenheit von 
subkutanem Fettgewebe veränderte sich nicht. 
Das Thymusvolumen verkleinerte sich in den ersten 4 Monaten der Behandlung von 246 cm³ 
auf 99 cm³. Nach 19 Monaten zeigte sich ein erneutes Wachstum des Thymus auf 273 cm³. 
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Das Wachstum der abdominellen Lipomatose zeigte sich verlangsamt beim Vergleich des 
Zeitraumes vier Monate vor und nach Beginn der Therapie (von 1901 cm³ auf 2311 cm³; 
∆410 cm³) mit den letzten 15 Monaten der Sirolimusbehandlung (von 2311 cm³ auf 2471 cm³; 
∆160 cm³). Nach 19 Monaten wurde die Sirolimusbehandlung abgebrochen, da der klinische 
Nutzen bei erneutem Thymuswachstum fragwürdig erschien. In den darauffolgenden 8 
Monaten vergrößerte sich der Thymus weiter (auf 376 cm³), während die abdominelle 
Lipomatose kein Größenwachstum mehr zeigte.  
Die Serumspiegel des IGFBP-2 waren im beobachteten Zeitraum sowohl vor als auch 
während der Therapie deutlich erhöht und schwankten sehr stark. Es gab keinen signifikanten 
Unterschied der Werte vor und während der Behandlung. 
Die in vitro Versuche zeigten, dass Sirolimus (100 nmol/l für 96h) die Viabilität als Maß für 
die Proliferation der Präadipozyten um 42,5 ± 3,7 % reduzierte. Auch die adipozytäre 
Differenzierung der LipPD1-Zellen war um 56,4 ± 9,1 % vermindert bei einer Sirolimus-
Konzentration von 100 nmol/l. Es gab keinen Hinweis für eine Apoptose-induzierende Wirkung 
von Sirolimus auf die LipPD1-Zellkulturen. Unter den weiteren getesteten Inhibitoren zeigte vor 
allem der AKT-Inhibitor Perifosin eine starke Wachstumsverminderung und Induktion der 
Apoptose und könnte damit als potenzielles Pharmakon für die Behandlung von Erkrankungen 
mit Störungen des PI3K/AKT/mTOR Signalweges nützlich werden.  
Die Analysen des PI3K/AKT/mTOR Signalweges mittels Westernblots ergaben zum einen eine 
verminderte PTEN-Proteinmenge und eine konstitutive Phopshorylierung, also Aktivierung der 
AKT in den LipPD1-Zellen im Vergleich zu dem humanen Präadipozytenmodell SGBS. Zum 
anderen zeigte sich nach 48 h Sirolimusbehandlung eine verminderte Phosphorylierung der S6-
Kinase, eines Effektormoleküls des mTORC1, bei Stimulation mit IGF-1. Gleichzeitig war das 
Insulin-Rezeptor-Substrat-1 (IRS1) weniger phosphoryliert, somit aktiviert, und die AKT stärker 
phosphoryliert, also aktiviert. Dies könnte auf eine durch Sirolimus verminderte Feedback-
Hemmung des mTORC1 über die S6-Kinase und das IRS1 hindeuten. Dieser Feedback-
Mechanismus wurde bereits bei Patienten beobachtet, die aufgrund einer Tumorerkrankung an 
einer Sirolimustherapiestudie teilnahmen (38). 
 
Schlussfolgerung 
Unter Sirolimustherapie zeigten sich eine Verbesserung des Allgemeinbefindens des 
Patienten, ein Aufholwachstum und eine transiente Reduktion des Thymusvolumens. Die 
Lipomatose zeigte sich unter Sirolimustherapie in ihrem Wachstum verlangsamt, nahm jedoch 
auch nach Absetzen der Medikation nicht an Größe zu. Dies lässt an einem ursächlichen 
Zusammenhang zwischen Wachstum der Lipomatose und der Sirolimustherapie zweifeln. Das 
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erneute Wachstum des Thymus nach 19 Monaten Sirolimusgabe deutet auf die Entstehung 
einer Resistenz hin. Westernblot Analysen gaben einen Hinweis für einen möglichen 
Resistenzmechanismus. 
Der IGFBP-2 Serumspiegel des Patienten war vor und während der Therapie hoch variabel 
und nicht als Biomarker für den Erfolg der Sirolimustherapie geeignet. 
In vitro führte Sirolimus zu einer deutlichen Hemmung der Proliferation und Differenzierung 
der LipPD1-Zellen. Die Apoptose konnte hingegen nicht induziert werden. Bei der Testung 
der weiteren Inhibitoren traten vor allem Inhibitoren von PI3K und AKT als potenzielle 
Pharmaka für Patienten mit schwerem PHTS hervor. 
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ANLAGEN 
I. Ergänzungsunterlagen zur wissenschaftlichen Publikation 
 
Supplement 1 - Additional methodological descriptions  
Primary cell culture 
The tissue (~20 g) was chopped into 1 cm³ pieces and washed twice with PBS. After digestion 
in 200 U/ml Collagenase-HBSS-solution for 90 min in a 37°C shaking water bath, the 
material was filtered through a nylon mesh (250 µm) and centrifuged at 1,100 rpm at 25°C for 
5 min. The supernatant was decanted, the pellet washed and centrifuged at 1,500 rpm. 
Erythrocytes were eliminated by lysis and subsequent centrifugation at 1,500 rpm. Pellets 
were resuspended in culture medium (DMEM/F12, 10% fetal calf serum (FCS), biotin 
(33 µmol/l) and pantothenic acid (17 µmol/l)), filtered (50 µm) and seeded as adherent 
cultures. 
 
Adipocyte differentiation 
Cells were seeded at 10,000 cells/cm² in 6-well-plates. Differentiation was induced by serum 
free medium (DMEM/F12, biotin (33 µmol/l), panthotenic acid (17 µmol/l), apo-transferrin 
(0.13 nmol/l), insulin (20 nmol/l), hydrocortisone (100 nmol/l) and triiodothyronine (0.2 
nmol/l). For the first four days, dexamethasone (25 nmol/l), 1-methyl-3-isobutylxanthine (500 
µmol/l) and rosiglitazone (2 µmol/l) were added. The medium was changed every other day 
until day 12. 
 
Supplement 2 - Video clip of 3D-MRI reconstruction 
File name: Supplement-2-Video-clip.mov (QuickTime movie) 
The video sequence shows a 3D-reconstruction of the MRI of the patient at the age of 
42 months. The colored areas are the ROIs used for the volume quantification of the lipoma at 
the neck (red), the hyperplastic thymus (green) and the abdominal lipomatosis (blue). The 
video was generated using OsiriX®-DICOM viewer (32 bit) open source software. This video 
clip can be watched using the open source software “VLC-media player” available at 
http://www.videolan.org/vlc/  
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II. Charakterisierung der Lipom-Zellkulturen 
II.a Lipom-Zellen in Langzeitkultur 
Die PTEN-defizienten Lipomzellen (LipPD1) wurden bezüglich ihrer Verdopplungszeit und 
ihres Verhaltens in einer Langzeitkultur untersucht. Die Verdopplungszeit wurde mit einer 
Zeitkurve von Hoechst-Farbstoff-markierten und gezählten Zellkernen unter Zuhilfenahme 
des Rechenprogramms „Doubling time calculator“ (http://www.doubling-
time.com/compute.php; Roth V. 2006) auf etwa 23h geschätzt. Die Langzeitkultur diente der 
Erfassung der Lebensspanne und des Differenzierungspotenzials der LipPD1-Präadipozyten 
zu reifen Fettzellen. Dabei wurden die Zellen in Zellkulturflaschen (175 cm2 Fläche) ausgesät 
und bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert. Noch bevor die Zellen konfluent gewachsen waren, 
wurde die Kultur erneut passagiert und verdünnt neu ausgesät. Im Abstand von drei Passagen 
wurde in einem Teil der Zellkulturen die adipozytäre Differenzierung induziert. Der Grad der 
Differenzierung wurde, wie im Publikationsmanuskript beschrieben, mit Hilfe einer Fett- und 
einer Zellkernfärbung erfasst.  
Die Lipom-Zellen ließen sich für über 80 Verdopplungen kultivieren. Danach verlangsamte 
sich die Wachstumsgeschwindigkeit und die Zellen starben ab. Die Differenzierungsrate 
entsprach nach 29 Verdopplungen immer noch 55.1 %. Wie in Abbildung 2 dargestellt, zeigte 
sich im Vergleich zu den von WABITSCH et al. publizierten Daten von Kontroll-
Präadipozytenkulturen gesunder Kinder (32) eine stark verlängerte Überlebenszeit der Lipom-
Zellen in Kultur und eine deutlich langsamere Abnahme des Differenzierungspotenzials über 
die Passagen hinweg. Als weitere Referenz diente uns außerdem das von WABITSCH et al. 
charakterisierte SGBS-(Simpson-Golabi-Behmel-Syndrom)-Zellmodell (32).  
Wegen der stark verlängerten Überlebenszeit im Vergleich zu Präadipozyten aus gesundem 
Fettgewebe und dem hohen Potenzial zur terminalen adipozytären Differenzierung, sind die 
Lipom-Zellen als Modell für weitere Untersuchungen zur Adipozytenbiologie und zur 
Erforschung des Einflusses einer heterozygoten PTEN-Deletion auf die Funktion von 
Präadipozyten geeignet. Eine immortale Zelllinie konnte jedoch nicht gewonnen werden. 
Dennoch stellt dieser Zellstamm eine außergewöhnliche Möglichkeit dar, die 
Pathomechanismen der Lipomentstehung beim oben genannten Patienten und die Wirkung 
von potenziellen Medikamenten in vitro parallel zur klinischen Betreuung des Patienten zu 
erforschen. 
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Abb. 2: Darstellung der Langzeitkultur der primären Lipom-Zellen 
Langzeitkultur der LipPD1-Zellen im Vergleich zu SGBS-Zellen und altersangepassten Kontrollen.  
*Daten entnommen von WABITSCH et al. (2001) (32) 
II.b Veränderung im PI3K-Signalweg 
Um die Auswirkungen der PTEN-Deletion auf die Funktion der betroffenen Zellen zu 
untersuchen, wurde das oben genannte Lipom-Zellmodell verwendet. Die von Professor 
Martin Wabitsch (Universitätsklinikum Ulm, Sektion Pädiatrische Endokrinologie und 
Diabetologie) freundlicherweise zur Verfügung gestellten SGBS-Zellen dienten während der 
funktionellen Untersuchungen als Referenz für Präadipozyten ohne PTEN-Defekt. 
Zunächst wurde mittels Westernblots die Menge des PTEN-Proteins in den Lipom-Zellen 
untersucht. Es zeigte sich eine signifikant erniedrigte PTEN-Proteinkonzentration im 
Vergleich zu den SGBS-Zellen (Abbildung 3A). 
Wie aus Abbildung 1 hervorgeht, ist bei funktionellem PTEN-Mangel in der Zelle eine 
erhöhte Phosphorylierung, also Überaktivierung der AKT zu erwarten. Westernblots vor und 
nach 15 min Stimulation mit IGF-1 (10 nM) zeigten sowohl eine konstitutive 
Hyperphosphorylierung der AKT in den Lipom-Zellen als auch eine erhöhte phospho-AKT-
Menge nach Stimulation (Abbildung 3B) jeweils im Vergleich zu den SGBS-Zellen. 
So konnte neben dem genetischen Mutationsnachweis außerdem gezeigt werden, dass die 
heterozygote PTEN-Deletion zu einem funktionellen PTEN-Mangel in den betroffenen 
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Lipom-Zellen führt und eine verstärkte Aktivierung der nachfolgenden 
Wachstumssignalkaskade, auch ohne adäquaten Stimulus, verursacht. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 3: Veränderungen im PTEN/PI3K/AKT Signalweg 
(A) Die PTEN-Proteinmenge wurde in den LipPD1-Zellen im Vergleich zu SGBS-Zellen vermindert detektiert. 
(B) Die Phosphorylierung der AKT zeigte sich in den LipPD1-Zellen konstitutiv erhöht. Nach Stimulation mit 
IGF-1 konnte dieser Effekt weiter verstärkt werden.  
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